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L'invention se rapporte au domaine du maintien ou du retablissement 
de I'equilibre du metabolisme osseux chez Thomme ou I'animal, notamment 
5 pour la prevention ou le traftement de troubles lies a un desequilibre du 
metabolisme osseux grace a I'apport nutritionnel ou a I 'ad ministration 
therapeutique d'une composition stimulant la formation de I'os et/ou inhibant 
la resorption osseuse. 

10 ETAT DE LA TECHNIQUE. 

L'os n'est pas un tissu statique. L'os subit un remodelage constant par 
destruction et synthese de novo du tissu osseux dans un processus 
complexe impliquant deux types principaux de cellules, respectivement les 
osteoblastes qui produisent du tissu osseux nouveau et les osteoclastes qui 
detruisent l'os. 

Les activit.es de ces cellules sont regulees par un grand nombre de 
cytokines et de facteurs de croissance, dont la plupart ont ete identifies et 
clones, comme cela est decrit dans la revue generate de Mundy (Mundy 
20 G.R., 1996, Clin. Orthop., vol.324 :24-28 ; Mundy, G.R., 1993, J.Bone Miner 
Res, vol.8 : S 505 - S 510). 

Les osteoblastes, cellules responsables de la formation de I'os, se 
differencient a partir de cellules precurseurs et expriment et secretent des 
proteines structurales tefles que le collagene de type I, ainsi que des 
enzymes (phosphatase alcaline) et de nombreux peptides regulateurs et les 
BMP (Bone Morphogenetic proteins) (Stein G. et at., 1990, Curr. Opin Cell 
Biol, vol.2: 1018-1027; Harris S et al. ,1994, J. Bone Miner Res Vol.9'855- 
863). 

Les osteoclastes sont des cellules multinucleees qui sont 
responsables de la perte osseuse, dans un processus communement 
designe la resorption osseuse. 

En periode de croissance de I'homme ou I'animal, Tactivite de 
formation de I'os predomine : c'est I'acquisition du capital osseux. 

A I'age adulte, chez I'homme ou I'animal, Taction equilibree des 
osteoblastes et des osteoclastes permet un maintien dans le temps de la 
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masse osseuse et assure simultanement un remodelage du tissu osseux par 
resorption et synthese de novo de I'os. 

Cependant, avec I'age, il se produit un desequilibre dans le processus 
de remodelage osseux, qui aboutit a une perte d'os, qui est designee 
5 osteopenie. 

L'osteopenie liee a I'age est un phenomene universel, non 
pathologique en soi, mais qui constitue le terrain de I'osteoporose puisque la 
reduction de la masse osseuse est le facteur etiologique essentiel dans la 
genese de cette affection, ce qui n'exclut cependant pas I'influence d'autres 

10 parametres tels que, par exemple, I'architecture du squelette ou la 
propension a chuter. 

En effet, exacerbee, cette osteopenie aboutit au risque fracturaire 
(densite minerale au-dessous de laquelle le moindre choc est susceptible de 
provoquer une fracture) qui determine I'apparition de I'osteoporose. On peut 

15 done concevoir I'osteoporose (post-menopausique ou senile) comme une 
pathologie infantile dont la prophylaxie pourrait etre basee aussi bien (i) sur 
une optimisation du capital osseux (acquis au cours de la croissance de 
I'individu), que (ii) sur un ralentissement de la perte osseuse liee au 
vieillissement. 

20 On observe une grande heterogeneite dans la valeur du pic de masse 

osseuse selon les individus, par suite de variations dans le processus de 
croissance osseuse des le plus jeune age. Ainsi, la masse osseuse 
maximale atteinte avant 30 ans, aussi designee pic de masse osseuse, est- 
elle tres variable d'un individu a I'autre. Avec I'age, les individus possedant 
25 une valeur faible de pic de masse osseuse sont desavantages. 

Par consequent une prise en charge precoce de I'individu doit etre 
privilegiee, puisque les deux phases critiques pour le capital osseux sont : 
- la periode de croissance, permettant ('acquisition de la masse osseuse 
maximale (pic de masse osseuse) ; 
30 - le vieillissement, conditionnant la Vitesse de perte de la masse osseuse. 

La prevention de I'osteoporose ne doit done plus etre restreinte a 
I'individu age. 

Parmi les desordres pathologiques lies a un desequilibre du 
metabolisme osseux, on peut citer notamment I'osteoporose, la maladie de 
35 Paget, la perte osseuse ou I'osteolyse observee a proximite d'une prothese, 
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les maladies de I'os metastatique, I'hypercalcemie due a un cancer les 
myelomes multiples, et les maladies periodontales. 

Certains des troubles ou pathologies du metabolisme osseux peuvent 
etre provoques apres une immobilisation de longue duree, par exemple une 
hospitalisation , ou encore apres un sejour en apesanteur. 

II existe d'autres facteurs susceptibles d'accroTtre ia perte osseuse 
conduisant a I'osteoporose, telle que la consommation de cigarettes I'abus 
d'alcool. un mode de vie sedentaire, un faible apport en calcium, une 
alimentation desSquilibree ou encore une carence en vitamine D. 

Parmi les troubles lies a une resorption osseuse anormale , le plus 
commun est I'osteoporose, dont la manifestation la plus frequence est 
observee chez les femmes, apres le debut de fa menopause. L'osteoporose 
est une maladie squelettique systemique caracterisee par une reduction de 
la masse osseuse et une deterioration de la. microarchitecture du tissu 
osseux, associees a une augmentation de la fragilite de I'os et de sa 
susceptiblite a la fracture. 

Selon la classification clinique retenue par I'Organisation Mondiale de 
la Sante (OMS), I'etat de sante de I'os d'un individu est determine par la 
valeur de la densite minerale osseuse (DMO), telle que mesuree par 
osteodensitometrie, comparee a une valeur normale predeterminee. 

Un individu possedant une valeur de DMO inferieure de moins de 1 
DS (DS - deviation standard) par rapport a la valeur de DMO normale' 
predeterminee pour I'adulte jeune est considere comme un individu 
« normal » (T-score > -1 DS, dans lequel « T-score » est la difference 
expnmee en nombre de deviations standards DS entre la DMO de Tindividu 
et la valeur moyenne de la DMO d'une population adulte jeune de reference). 

Un individu possedant une valeur de DMO comprise entre -1 et -2 5 
DS par rapport a celle de ('adulte jeune est classe comme un individu affecte 
d'une « osteopenie » (-1 DS > T-score > -2,5 DS). 

Un individu possedant une valeur de DMO inferieure a celle de I'adulte 
jeune de plus de 2,5 DS est classe comme individu affecte d'une 
osteoporose (T-score < -2,5 DS). 

Un individu possedant une valeur de DMO inferieure a celle de I'adulte • 
jeune de plus de 2,5 DS et chez lequel la presence d'une ou plusieurs 
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fractures a ete decelee est classe comme un individu affecte d'une 
osteoporose confirmee. (T-score < -2,5 DS + fractures). 

On distingue deux types d'osteoporose, respectivement de type I et de 

type II. 

5 L'osteoporose de type I est six fois plus frequente chez la femme que 

chez I'homme. L'osteoporose de type I survient surtout dans un sous-groupe 
de femmes menopausees, agees de 51 a 75 ans, et est caracterisee par une 
perte osseuse exageree predominant dans I'os trabeculaire. Les fractures 
des corps vertebraux et de I'extremite inferieure de I'avant-bras en sont les 
10 complications habituelles. L'osteoporose de type I est principalement liee a la 
carence hormonale oestrogenique de la menopause, et dans une certaine 
mesure egalement de I'andropause. 

L'osteoporose de type II atteint une large population d'hommes et de 
femmes de plus de 70 ans et est associee a des fractures du col du femur, 
15 de I'extremite superieure de I'humerus et du tibia, c'est a dire des sites' 
osseux contenant a la fois de I'os cortical et de I'os trabeculaire. Les taux 
circulants de parathormone (PTH) sont souvent eleves. L'osteoporose de 
type II est deux fois plus frequente chez la femme. 

Chez I'homme ou I'animal, il existe de nombreux etats caracterises par 

20 la necessite d'accroTtre la formation osseuse. Par exemple, dans le cas de 
fractures osseuses, il est necessaire de stimuler la croissance osseuse afin 
d'accelerer une reparation complete de I'os. Ce besoin est egalement 
present dans les maladies periodontals, les maladies metastatiques de I'os, 
les maladies osteolytiques et les etats dans lesquels on recherche une 

25 reparation du tissu conjonctif, par exemple pour la cicatrisation ou la 
regeneration des defauts ou des traumatismes du cartilage. On recherche 
egalement la stimulation d'une croissance osseuse dans le cas 
d'hyperparathyroTdisme primaire et secondaire, ainsi que dans l'osteoporose 
associee au diabete et dans l'osteoporose associee aux glucocorticofdes, 

30 ainsi que dans l'osteoporose androgenique chez I'homme. 

Jusqu'a present, les strategies visant a retablir une impregnation 
oestrogenique (et androgenique chez I'homme) par hormonotherapie 
substitutive etaient fortement encouragees, notamment pour attenuer la 
cohorte des signes fonctionnels de la menopause, et surtout reduire les 

35 risques vasculaires et osseux engendres par la carence hormonale. 
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Neanmo.ns, pour diverses raisons (contre-indications, reticence a prescrire 
des hormones, etc .), ce type de traitement prophylactique est applique a 
moms de 30% des femmes menopausees. Cette abstention therapeutique 
risque encore d'etre aggravee par le ciimat de suspicion actuel autour du 
trartement hormonal, par suite de la publication recente de deux etudes 
amencames mettant en evidence un risque card iovascula ire et cancereux 
(HERS, 1998, 2002 ; WHI, 2002). 

- Hulley S, Grady D, Bush T. Furberg C, Herrington D, Ri ggs B 
Vittinghoff E, 1998 Randomized trial of estrogen plus progestin for secondary 
prevention of coronary heart disease in postmenopausal women. Heart and 
Estrogen/progestin Replacement Study (HERS) Research Group JAMA 
280(7):605-13. M ' 

- Hulley S. Furberg C, Barrett-Connor E, Cauley J, Grady D, Haskell 

^ '^? P R ' L ° Wery M ' SatterRe,d S - Schr °tt H, Vittinghoff E, Hunninghake 
D, 2002 Non-cardiovascular disease outcomes during 6-8 years of hormone 
therapy: Heart and Estrogen/progestin Replacement Study follow-up (HERS 
II). Jama 288(1 ):58-66. 

- Rossouw JE, Anderson GL, Prentice RL, LaCroix AZ, Kooperberg C 
Stefan.ck ML, Jackson RD, Beresford SA, Howard BV, Johnson KC, Kotchen 
JM, Ockene J, 2002 Women's health initiative . Risks and benefits of 
estrogen plus progestin in healthy post menopausal women. JAMA 288:321- 
333. 

Les modulateurs selectifs du recepteur oestrogenique (ou SERMs 
pour « Selective Estrogenic Receptor Modulators »). tels que le raloxifene' 
sont egalement preconises. Toutefois, ils restent inefficaces sur I'incidence 
des bouffees de chaleur. 

On connaTt egalement des sterofdes synthetiques, comme la tibolone 
qui possede une activite oestrogenique et progestative, avec une faible 
propnete androgenique, mais qui peut provoquer des leucorrhees des 
vaginrtes, de la mastodynie et qui peut entramer une prise de poids 

De fait, il existe aujourd'hui de nombreux composes actifs sur la 
stimulation de la formation de I'os ou I'inhibition de la resorption osseuse 
parm, lesquels on peut citer la famille des polyphosphonates, comme 
(etidronate ou ('alendronate (brevet europeen n'EP 210 728, demande de 
brevet US publiee sous le n°200 1/0046977), les oxazolidinones thioamide 
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(demande de brevet US publiee sous le n°2002/0010341), ou encore les 
composes isoflavones (demande de brevet US publiee sous le 
n°2002/0035074). On a egalement propose I'utiiisation d'extralt d'une plante 
du genre Lycopersicon (demande de brevet US publiee sous le 
n°2002/0009510). 

Bien qu'il existe aujourd'hui une grande diversity de composes actifs 
pour stimuler la formation osseuse et/ou inhiber la resorption osseuse, il 
existe un besoin constant pour de nouveaux composes actifs, notamment du 
fait du succes limite des traitements actuels. 

De plus, compte-tenu du caractere chronique de certains etats 
provoques par un desequilibre du metabolisme osseux, i! existe un besoin 
pour de nouveaux composes actifs susceptibles de pouvoir etre utilises 
pendant une longue periode du temps chez I'homme ou I'animal. 

C'est pourquoi les professionnels de la sante, ainsi que les instances 
15 officielles de reglementation (rapport sur Tosteoporose dans la Communaute 
Europeenne, 1998), recommandent d'integrer des therapies validees 
complementaires, voire alternatives. Une approche nutritionnelle (par 
exemple sous la forme d'une composition) repond tout a fait a ces criteres. 

20 SOMMAjRE DE L'INVENTIQN 

De maniere surprenante, le demandeur a montre que I'oleuropeine, 
qui est un compose contenu notamment dans les plantes de la famille des 
oleac&ae, est capable d'agir sur le metabolisme osseux en freinant la 
demineralisation de I'os. 
25 il est done fourni selon I'invention, une composition nutritionnelle et 

une composition pharmaceutique a usage humain ou veterinaire 
comprenant, a titre de compose actif, I'oleuropeine ou I'un de ses derives. 

^invention est egalement relative a I'utiiisation du compose 
oleuropeine ou de I'un de ses derives pour la fabrication d'une composition 
30 destinee a stimuler la mineralisation de I'os, en particulier la formation de I'os 
et/ou I'inhibition de la resorption osseuse chez I'homme ou I'animal. 

Selon un premier aspect, I'utiiisation ci-dessus est caracterisee en ce 
que ladite composition est une composition nutritionnelle adaptee pour une 
administration orale. 
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Selon un second aspect, ('utilisation ci-dessus est caracterisee en ce 
que ladite composition est une composition pharmaceutique pour une 
administration orale, parenterale, intramusculaire ou intra-veineuse. 

5 DESCRIPTION PES FIGURES. 

La Figure 1 illustre revolution ponderale (i) des rates temoins (SH) (ii) 
des rates ovariectomisees et ayant subi une inflammation (OVX inf) ayant 
recu un regime alimentaire temoin, (iii) des rates « OVX inf » ayant recu un 

.0 regime alimentaire contenant un extrait d'oleuropeine (OL) et (iv) des rates 
« OVX inf » ayant recu un regime alimentaire contenant de I'huile d'olive 
(HO). En ordonnees : ie poids corporal moyen des rates ; en abscisses : la 
duree du traitement suivant le moment de I'ovariectomie. 

La Figure 2 illustre le poids uterin (i) des rates temoins (SH), (ii) des 

5 rates ovariectomisees et ayant subi une inflammation (OVX inf) ayant recu 
un regime alimentaire temoin, (iii) des rates « OVX inf» ayant recu un 
regime alimentaire contenant de I'huile d'olive (HO), et (iv) des rates « OVX 
inf » ayant recu un regime alimentaire contenant un extrait d'oleuropeine 
(OL). En ordonnees : le poids uterin moyen des. rates +/- I'erreur standard 

0 par rapport a la moyenne (SEM) ; en abscisses : chaque groupe de rates 
Pour les lots OVX inf, HO et OL, *p<0,0001 par rapport au groupe temoin 
SH. 

La Figure 3 illustre la densite minerale osseuse totale (figure 3A) la 
densite minerale osseuse corticale (figure 3B) et la densite minerale osseuse 
trabecular (figure 3C), respectivement (i) des rates temoins (SH), (ii) des 
rates ovariectomisees et ayant subi une inflammation (OVX inf) ayant recu 
un regime alimentaire temoin, (iii) des rates « OVX inf » ayant recu un 
regime alimentaire contenant de I'huile d'olive (HO), et (iv) des rates « OVX 
inf » ayant recu un regime alimentaire contenant un extrait d'oleuropeine 
(OL). En ordonnees : la densite minerale osseuse (DMO), exprimee en g/cm 2 
+/- I'erreur standard par rapport a la moyenne (SEM) ; en abscisses : chaque 
groupe de rates. « a » : p<0,001 par rapport au groupe temoin SH. « a' » ■ 
p<0,01 par rapport au groupe temoin SH. « b » : p<0,005 par rapport au 
groupe OVX inf. « b' » : p<0,05 par rapport au groupe OVX inf. 



7 



i er uepoi 



8 



La Figure 4 illustre la concentration plasmatique en orosomuco'fde (i) 
des rates temoins (SH), (ii) des rates ovariectomisees et ayant subi une 
inflammation (OVX inf) ayant recu un regime alimentaire temoin, (iii) des 
rates « OVX inf » ayant recu un regime alimentaire contenant de I'huile 
5 d'olive (HO), et (iv) des rates « OVX inf » ayant recu un regime alimentaire 
contenant un extrait d'oleuropeine (OL). En ordonnees : concentration 
d'orosomucoTde, exprimee en pg/ml, +/- I'erreur standard par rapport a la 
moyenne (SEM). En abscisses : en abscisses : chaque groupe de rates. 
« a » : p<0,05 par rapport au groupe temoin SH ; « b » : p<0,01 par rapport 

10 au groupe OVX inf. 

La Figure 5 illustre le poids de la rate (i) des rates temoins (SH), (ii) 
des rates ovariectomisees et ayant subi une inflammation (OVX inf) ayant 
recu un regime alimentaire temoin, (iii) des rates « OVX inf » ayant recu un 
regime alimentaire contenant de I'huile d'olive (HO), et (iv) des rates « OVX 

15 inf » ayant recu un regime alimentaire contenant un extrait d'oleuropeine 
(OL). En ordonnees : poids moyen de le rate +/- I'erreur standard par rapport 
a la moyenne (SEM) +/- I'erreur standard par rapport a la moyenne (SEM). 
« a » : p< 0,05 par rapport au groupe temoin SH ; « b » : p<0,01 par rapport 
au groupe OVX inf. 

20 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION. 

II est fourni selon I'invention, une composition nutritionnelle et une 
composition pharmaceutique a usage humain ou veterinaire destinees a 
25 stimuler la mineralisation osseuse, en particulier a stimuler la formation de 
I'os et/ou a inhiber la resorption osseuse, chez I'homme ou I'animal et 
comprenant, a titre de compose actif, le compose oleuropeine ou I'un de ses 
derives. 

L'oleuropeine est un glycoside amer qui est retrouve notamment dans 
30 le fruit, les racines, le tronc et tout particulierement dans les feuilles des 
plantes appartenant a la famille des oleaceae, et plus specialement des Olea 
europaea. 

L'oleuropeine est connue notamment pour son activite anti-oxydante 
et anti-inflammatoire, ainsi que pour ses proprietes anti-fongiques, anti- 
35 bacteriennes et anti-virales. 
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L'activite anti-inflammatoire de I'oleuropeine a ete mise en evidence 
du fait de sa propriete de bloquer la flambee respiratoire (« oxidative burst ») 
des cellules polynucleaires neutrophils, phenomene a I'origine de la 
surproduction de radicaux libres lors des reactions inflammatoires de 
5 I'organisme. 

L'activite anti-virale de I'oleuropeine, ainsi que de certains derives de 
I'oleuropeine, est decrite notamment dans la demande PCT n° WO 96/14064 
et dans les brevets americains n° US 6,455,580 et US 6,1 17,844. L'utilisation 
de I'oleuropeine pour le traitement d'affections iiees au virus de Mnfluenza 
10 est decrite dans le brevet americain n° US 6,455,070. 

L'utilisation de. I'oleuropeine pour la fabrication de compositions 
pharmaceutiques pour traitor le psoriasis a aussi ete decrite, notamment 
dans le brevet antericain n° US 6,440,465. 

De maniere surprenante, il a ete montre selon invention que 
15 I'oleuropeine stimule la formation de I'os et inhibe la resorption osseuse. 

Comme cela est illustre par les exemples, I'oleuropeine induit une 
augmentation de la densite du tissu osseux metaphysaire (os trabeculaire) et 
de la densite du tissu osseux diaphysaire (os cortical), permettant ainsi une 
amelioration de la mineralisation osseuse, en particulier dans des modeles 
20 experimented d'osteoporose post-menopausique et senile. 

Plus specifiquement, I'oleuropeine inhibe la resorption osseuse chez 
des rates ovariectomies, qui est le modele experimental animal de 
reference mimant I'osteoporose humaine. 

On a aussi montre selon ^invention que I'effet d'induction de la 
25 mineralisation du tissu osseux provoque par I'oleuropeine eteit accompagne 
d'une activite anti-inflammatoire, comme en temoigne une concentration 
reduite en orosomucoTde plasmatique, et une absence d'augmentetion du 
poids de la rate, chez les individus ovariectomises, comme cela est montre 
dans les exemples. 

30 Cette combinaison de propri6tes biologiques surprenante de 

I'oleuropeine la rend apte notamment a la prevention ou au traitement de 
I'osteoporose de type I, mais aussi de I'osteoporose de type II, qui est 
souvent accompagnee de reactions inflammatoires. 

De plus, comme cela est montre dans les exemples, I'oleuropeine ne 

35 presente pas de maniere detectable d'effet mimant l'activite d'un compose 
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d'oestrogene, dit aussi effet « estrogen-like », comme en temoignent 
Pabsence de prise de poids des rates traitees, ainsi que Pabsence d'effet de 
Poleuropeine sur le poids uterin. Ces resultats confirment Pinteret de 
Poleuropeine pour la prevention ou le traitement de tous les troubles du tissu 
5 osseux ou pour ie maintien de la sante de Pos, chez Phomme ou Panimal, 
puisque Pactivite biologique deduction de la mineralisation osseuse de 
Toleuropeine n'apparatt pas restreinte aux situations dans lesquelles un 
deficit hormonal est constate, ou prevu. 

Cette activite de mineralisation de I'os induite par I'oleuropeine lui 
10 confere une grande utilit6 en tant que compose actif chez Phomme ou 
I'animal pour maintenir ou retablir Pequilibre du metabolisme osseux, c'est-a- 
dire : 

- soit maintenir constante au cours du temps, avec Page, les activites 
des cellules osteoblastiques et osteoclastiques et ainsi prevenir des troubles 

15 du metabolisme osseux ; 

- soit remedier a un desequilibre du metabolisme osseux, par exemple 
dans des troubles comme Posteoporose, ou encore stimuler la regeneration 
osseuse, par exemple en cas de felure ou fracture de Pos. 

La presente invention a done pour objet Putilisation du compose 
20 oleurop^ine ou de Pun de ses derives pour la fabrication d'une composition 
apte a maintenir ou a retablir P6quilibre du metabolisme osseux chez 
Phomme ou i'animal, en stimulant la formation de Pos et/ou en inhibant la 
resorption osseuse. 

Uinvention est egalement relative a Putilisation du compose 
25 oleuropeine ou de Pun de ses derives pour la fabrication d'une composition 
apte a bloquer la demineralisation du tissu osseux, chez Phomme ou Panimal. 
Par « oleuropeine », on entend le compose de formule (I) suivante : 
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Par « derive de I'oleuropeine », on entend respectivernent les 
composes suivants : 

(a) I'acide elenolique de formule (II) suivante : 



H 3 CO— C 



CH 2 — COOH 



rj^N===CH-CH 3 
(II) 



(b) la lactone de formule (fll) suivante 




HO' 



(HI) 



dans laquelle R 2 represente un groupe hydroxyleet represente 
I'hydrogene (tyrosol) ou un groupe hydroxyle (hydroxytyrosol); 

(c) le compose lactone de formule (IV) suivante : 



HO 
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(d) les composes de formule (V) suivante : 




OR 



(V) 



dans laquelle R represente un groupe glycosyl ou un atome d'hydrogSne ; 
10 Ri represente le groupe 2-(3,4-dihydroxyphenyl) ethyl, le groupe 2-(4- 
hydroxyphenyl ethyl), un atome d'hydrogene ou un groupe methyle ; 

(e) I'acide oleanique ; 

(f) les produits formes par I'hydrolyse de chacun des composes de 
formule (I) a (V) ci-dessus dans le tube digestif. 

15 L'acide elenolique et I'hydroxytyrosol sont des derives de Toleuropeine 

qui resultent de la metabolisation de I'oleuropeine dans Torganisme. 

Les composes de formule (V) dans iesquels Ri represente le groupe 
2-(3,4-dihydroxyphenyl) ethyl ou le groupe 2-(4~hydroxyphenyl ethyl) sont 
retrouves naturellement dans les piantes de la famille O/ea europea, par 

20 exemple dans ies varietes de O/ea europea denomm6es Manzanillo et 
Mission. 

Le derive d'oleuropeine de formule (V) dans lequel represente le 
groupe 2-(3,4-dihydroxyphenyl) ethyl peut etre isole aisement a partir des 
feuilles d'olivier (O/ea europaea) par extraction dans une solution aqueuse 
25 ou dans une solution eau/alcool a temperature de 20°C-25 o C, et mieux £ une 
temperature comprise entre 40°C et 100°C. 

L'oleuropeine peut etre purifiee, par exemple par des precedes de 
separation par chromatographie. 
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A titre illustratif, I'oleuropeine peut etre preparee a partir de feuilles de 
Olea europaea selon I'enseignement du brevet americam n° US 5,714 150 
par un procede comprenant les etapes suivantes : ' 

a) immerger les feuilles de Olea europaea avec une solution d'extraction 
constant essentiellement en une solution alcoolique contenant au moins 
25 % en poids d'alcool, par exemple d'ethanol, pendant une duree d'au 
moins 4 heures ; 

b) recuperer la solution d'extraction obtenue a la fin de I'etape a) • 

c) immerger une seconde fois les feuifles de Olea europaea de i'etape a) 
avec une nouvelie solution d'extraction, de composition identique a celle 
definie ci-dessus, pendant une duree d'au moins 4 heures ; 

d) recuperer !a solution d'extraction obtenue a la fin de I'etape c) ■ 

e) reunir les solutions d'extraction obtenues respectivement a I'etape b) at 
a I'etape c) ; ' 

f) distiller sous vide la solution obtenue a I'etape e), par exemple a 70"C 
afin d'obtenir un concentre contenant de 30% a 40% en poids de sondes'- 
et 9 . 

g) secher le concentre obtenu a la fin de I'etape f), par exemple par 
atomisation a 70°C, pour obtenir un extrait sous forme de particules '* 

0 contenant de 30% a 40% en poids du compose oleuropeine. 

L'oleuropeine peut aussi §tre preparee par extraction a partir de " ; 
feu.lleS de Olea europeae selon I'enseignement de la demande de brevet ' 
americain publiee sous le n" US 2003-0017217 le 23 Janvier 2003. 

L'oleuropeine ou I'un quelconque de ses derives peut egalement etre 
prepare conformement a I'enseignement de la demande PCT n° WO 
96/1 4064 publiee le 1 7 mai 1 996. 

Par « stimulation de la formation de I'os », on entend, selon Invention 
la capacte de I'oleuropeine ou de I'un de ses derives a stimuler I'activite des 
osteoblastes et favoriser ainsi la synthese de la trame proteique de I'os et le 
de P 6t des mineraux, surtout du calcium, sur cette trame proteique c'est-a- 
d,re a stimuler la mineralisation de I'os, encore appelee accretion osseuse 

Pour verrfier que I'apport en oleuropeine a un homme ou un animal en 
particulier un mammifere, stimule la formation de I'os, I'homme du metier 
pourra notamment avoir recours a des mesures conventionnelles de 
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densitom§trie et verifier que I'apport d'oleurop&ne ou de Tun de ses derives, 
a une dose donn§e f induit un accroissement de la densite osseuse. 

Par « inhibition de la resorption osseuse », on entend selon Tinvention, 
une inhibition de Tactivite de destruction du tissu osseux par les cellules 
5 osteoclastes. Pour verifier que rapport d'oleuropeine ou de Tun de ses 
derives, chez I'homme ou I'animal, inhibe la resorption osseuse, I'homme du 
metier peut mesurer ('excretion urinaire de desoxypyridinoline, une 
diminution de I'excretion de la desoxypyridinoline §tant le reflet d'une 
inhibition de la resorption osseuse (in ;Les marqueurs biologiques de 

10 remodelage osseux : variations pre-analytique et recommandations pour leur 
utilisation., P. GARNERO, F. BIANCHI, P.C. CARLIER, V. GENTY, N. 
JACOB, S.KAMEL, C. KINDERMANS, E. PLOUVIER, M.PRESSAC & J.C. 
SOUBERBIELLE. Annales de Biologie Clinique, 58 (6), 683-704 (2000)). 

L'apport d'oleuropeine ou de Tun de ses derives a un organisme 

15 animal induit simuitan6ment une stimulation de la formation de I'os et une 
inhibition de la resorption osseuse, I'accroissement global de la 
mineralisation osseuse, et done de la densite de I'os, etant le r£sultat de 
{'induction de ces deux mecanismes. 

Pour determiner si un sujet presente un etat d'osteopenie (masse 

20 osseuse reduite), et necessite en consequence un apport d'oleuropeine ou 
de Tun de ses derives, I'homme du metier pourra se referer notamment au 
rapport de reorganisation Mondiaie de la Sante (OMS) de 1994 intitule 
« Assessment of fracture risk and its application to screening for post- 
menopausal osteoporosis « WHO Technical Series-843 ». 

25 Une composition nutritionnelle ou une composition therapeutique 

contenant de I'oleuropeine ou Tun de ses derives comme compose actif est 
destinee tout d'abord a la prevention de la perte osseuse due a un 
desequilibre dans le remodelage du tissu osseux, chez i'homme ou I'animal, 
en particulier chez un mammifere non humain, notamment un mammifere 

30 domestique comme le chien ou le chat, ou encore un cheval. 

Une composition telle que definie ci-dessus est egalement destinee a 
favoriser la croissance osseuse chez les individus jeunes afin d'optimiser 
I'acquisition du capital osseux. En particulier, une composition selon 
('invention est utile pendant la phase de croissance de I'homme ainsi que des 

35 autres mammfferes. 
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La composition contenant de I'oleuropeine ou fun de ses derives est 
aussi destinee aux individus presentant des symptemes de deficit osseux 
(osteopenia, ou susceptibles de souffrir de deficit osseux, c'est-a-dire d'un 
desequilibre du rapport entre la formation de I'os et la resorption osseuse 
lequel, s'il se poursuit, induit une diminution de la masse osseuse Une 
composition selon I'invention est egalement destinee aux individus 
presentant une expression clinique de la pathologie, a savoir une fracture ou 
une maladie dentaire. 

En particulier, une composition nutritionnelle ou pharmaceutique a 
destination humaine ou veterinaire selon I'invention est utile dans le 
trartement de pathologies telles que. I'osteoporose de type I ou de type II les 
osteoporoses secondares, la maladie de Paget la perte osseuse' ou 
losteolyse observee a proximite d'une prothese, les maladies de I'os 
metastatique. I'hypercalcemie due a un cancer, les myelomes multiples, les 
15 maladies periodontals ou encore I'osteoarthrite. 

Le fait que I'oleuropeine induise une augmentation non seulement de 
la densite de I'os trabeculaire, mais egalement de la densite de I'os cortical 
demontre le haut niveau d'activite biologlque de cette molecule. 

En effet, I'os trabeculaire, qui forme la tete de I'os et qui est fortement 
vascularise, est le lieu privilegie des echanges de calcium entre I'os et la '* 
circulation sanguine, alors que I'os cortical, qui forme le corps droit de I'os * 
est tres peu vascularise ■ et constitue done une cible biologique peu' ■ 
accessible aux composes stimulant la formation de I'os et/ou inhibant la 
resorption osseuse. Pourtant, I'accessibilite de I'os cortical aux composes 
actifs est importante, du fait que ce tissu osseux, participe pleinement au 
maintien de la rigidite du squelette (proprietes biomecaniques). 

La composition selon I'invention peut se presenter sous la forme d'une 
composition nutritionnelle ou encore sous la forme d'une composition 
pharmaceutique, comme cela est decrit ci-apres. 

Compositions nutritionnHles contenant de ■ 'oleuronpin. n » de 

derives. " 222 

Comme cela a deja ete mentionne ci-dessus, de nombreux troubles 
lies a un desequilibre du metabolisme osseux, telle que I'osteoporose 
evoluent progressivement sur une longue periode de temps et necessitent 
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des traitements chroniques. Leur prevention ou leur traitement peut done etre 
realise grace a un apport regulier d'oleuropeine ou de I'un de ses derives, 
preferentiellement sous la forme d'une composition nutritionnelle. 

De meme, un apport nutritionnel regulier d'oleuropeine a des individus 
jeunes en croissance, hommes ou animaux, est de nature a permettre 
d'optimiser le pic de masse osseuse et par consequent la densite minerale 
osseuse a I'age adulte. 

Egalement, un apport nutritionnel regulier d'oleuropeine est utile pour 
prevenir la perte osseuse qui se produit au cours du vieillissement. 

L'invention a pour objet une composition nutritionnelle pour stimuler la 
formation de I'os et/ou inhiber la resorption osseuse, caracterisee en ce 
qu'elle comprend, a titre de compose nutritionnel actif, le compose 
oleuropeine ou I'un de ses derives. 

Par « composition nutritionnelle », on entend selon l'invention, une 
composition contenant de I'oleuropeine ou I'un de ses derives et constituant 
une composition alimentaire ou encore un supplement alimentaire ne 
possedant pas ies caracteristiques d'un medicament. 

Les differentes utilisations du compose oleuropeine ou de I'un de ses 
derives pour la fabrication d'une composition nutritionnelle seront definies ci- 
apres en relation avec les caracteristiques techniques de ladite composition 
nutritionnelle. 

Une composition nutritionnelle selon l'invention est preferentiellement 
adaptee pour une administration orale. 

Selon un premier aspect, une composition nutritionnelle selon 
l'invention est un aliment dietetique utilise pour le maintien d'une bonne 
sante de I'homme ou i'animal qui I'ingere. Une telle composition nutritionnelle 
est egalement communement designee « aliment fonctionnel », lequel est 
destine a etre consomme, soit comme partie integrante du regime 
alimentaire, soit comme supplement alimentaire, mais dont le corrtenu en 
oleuropeine ou en I'un de ses derives implique un role physiologique allant 
au-dela de la fourniture des besoins nutritifs de base. 

Selon un premier aspect, ladite composition nutritionnelle est destinee 
a stimuler la formation de I'os chez les individus jeunes en phase de 
croissance. 
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Selon un second aspect, ladite composition nutritionnelle est destinee 
a prevenir la perte osseuse qui se produit avec le vieillissement (osteopenie). 

Selon un troisieme aspect, que ladite composition nutritionnelle est 
destinee a prevenir ou trailer des troubles lies a un desequilibre du rapport 
entre la formation de I'os et la resorption osseuse. 

Selon un quatrieme aspect, ladite composition nutritionnelle est 
destinee a traiter un deficit osseux resultant d'une fracture. 

Selon encore un autre aspect, ladite composition nutritionnelle est 
destinee a prevenir des pathologies choisies parmi I'osteoporose de type I ou 
de type. II, les osteopenies secondares, la maladie de Paget, la perte 
osseuse ou I'osteolyse observee a proximite d'une prothese, les maladies de 
I'os metastatique, I'hypercalcemie due.a un cancer, les myelomes multiples, 
les maladies periodontals ou I'osteoarthrite. 

Une composition nutritionnelle selon invention, caracterisee en ce 
qu'elle comprend le compose oleuropeine ou I'un de ses derives, en tant que 
compose actif, et se presente sous une grande diversite de formes de 
compositions alimentaires et de boissons, y compris des jus (de fruits ou de 
legumes), huiles, beurres, margarines, matieres grasses vegetales, 
conserves (par exemple then a I'huile), soupes, preparations a base de fait 
(yaourts, fromage blanc), glaces, fromages . (par exemple des fromages 
conserves dans de I'huile), produits cuits (tels que le pain, les biscuits et les 
gateaux), desserts, produits de confiserie, barres de cereales, cereales pour 
le petit dejeuner, condiments, produits d'assaisonnement des aliments 
(notamment epices et sauces). 

Lorsque I'oleuropeine, ou un derive de I'oleuropeine, est extrait a partir 
de la feuille, une composition nutritionnelle selon invention est 
avantageusement utilisee sous la forme d'une solution aqueuse. 

Lorsque I'oleuropeine, ou un derive de I'oleuropeine, est extrait a partir 
de I'olive, une composition nutritionnelle selon I'invention est 
avantageusement utilisee sous la forme d'une solution huileuse. 

Une composition nutritionnelle selon I'invention, caracterisee en ce 
qu'elle comprend le compose oleuropeine ou I'un de ses derives, en tant que 
compose actif, peut aussi se presenter sous la forme d'une grande diversite 
de produits destines a l'alimentation animate, qu'ils soient sous forme 
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humide, sous forme semi-humide ou sous forme seche , notamment sous la 
forme de croquettes. 

Comme cela a dejS ete mentionn6 ci-dessus, I'oleuropeine est un 
compose majoritaire retrouve dans les differentes parties, y inclus les 
5 feuilles, des plantes de la famille des Oleaceae, et plus specialement dans 
les feuilles des plantes du genre O/ea europaea (olivier). 

Ainsi, selon un premier aspect pr6fere, le compos§ oleuropeine ou I'un 
de ses derives se presente sous la forme d'un produit d'extraction obtenu a 
partir d'une plante appartenant a la famille des Oleaceae. De maniere 
10 prefer§e, le produit d'extraction consiste en un produit extrait £ partir des 
tiges, feuilles, des fruits ou des noyaux d'une plante appartenant a ia famille 
des Oleaceae. 

Preferentiellement, la plante appartenant a la famille des Oleaceae est 
choisie parmi O/ea europaea (rolivier), une plante du genre Ligustrum, une 
15 plante du genre Syringa, une plante du genre Fraximus, une plante du genre 
Jasminum et une plante du genre Osmanthus. 

Selon un second aspect prefere, le produit d'extraction consiste en de 
I'huile d'olive ou en un extrait riche en oleurop&ne obtenu a partir de I'huile 
d'olive. 

20 Selon un troisifeme aspect pr6f§re, le produit d'extraction consiste en 

un extrait obtenu a partir des feuilles de O/ea europaea, qui se presente sous 
ia forme d'un liquide ou sous la forme d'une poudre. 

Selon un quatrieme aspect, une composition nutritionnelie selon 
I'invention peut consister en une composition alimentaire enrichie en huile 
25 d'olive ou en extrait d'huile d'olive ou de feuilles d'olivier. 

Selon un cinquieme aspect, une composition nutritionnelie selon 
I'invention se presente sous la forme de tout produit, en particulier toute 
boisson, par exemple une boisson aromatisee. 

Ainsi, une composition nutritionnelie selon I'invention, qui se presente 
30 sous une forme liquide ou sous une forme solide, notamment sous ia forme 
d'une poudre, peut consister en un produit d'extraction obtenu a partir de 
I'huile d'olive ou des feuilles d'olivier, ou encore comprendre un produit 
d'extraction obtenu a partir de I'huile d'olive ou des feuilles d'olivier. 

Notamment, une composition nutritionnelie selon 1'invention se 
35 presente sous la forme d'une boisson. 
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De manure generate, une composition nutrition nelle selon invention 
se presente sous I'une quelconque des formes decrites dans la presente 
description, et en particulier les aliments a base de matiere grasses (beurre 
huile, margarine), pain, gateaux, ou encore de produits alimentaires 
conserves dans de I'huile. tels que des fromages, des poissons, des viandes 
des legumes, des saiades) ou encore sous la forme de produit pour 
I'assaisonnement des aliments, tels que les condiments. 

Selon un autre aspect, dans une composition nutritionnelle selon 
I'invention, I'oleuropeine ou I'un de ses derives produit par extraction ou par 
synthese chimique. 

De preference, une composition nutritionnelle selon I'invention 
comprend urie quantite de compose oleuropeine ou de I'un de ses derives 
adaptee a une administration orale quotidienne comprise entre 0 01 mg et 
200 mg. 

Pour une consommation chez I'homme, une composition nutritionnelle 
selon invention comprend une quantite de compose actif adaptee a un 
apport quotidien en oleuropeine ou en I'un de ses derives, fourni par ladite 
composition, comprise entre 0,01 mg et 200 mg, de preference entre 0,1 mg 
et 200 mg et de maniere tout a fait preferee entre 1 mg et 200 mg. 

Pour une consommation par un animal, specifiquement un mammifere 
non humain, une composition nutritionnelle selon I'invention est adaptee a 
une administration quotidienne de compose actif, fournie par ladite 
composition, comprise entre 1 mg et 200 mg, de preference 10 mg et 200 mg 
d'oleuropeine ou I'un de ses derives. 

Selon encore un autre aspect, la composition nutritionnelle ci-dessus 
peut comprendre d'autres composes nutritionnels, en combinaison avec 
I'oleuropeine ou I'un de ses derives. 

Ainsi, la composition nutritionnelle selon I'invention peut egalement 
comprendre une source de calcium, par exemple sous la forme d'un 
compose organique ou inorganique physiologiquement acceptable, tels que 
des sels de calcium inorganique (chlorure de calcium, phosphate de calcium, 
sulfate de calcium, oxyde de calcium, hydroxyde de calcium ou carbonate de 
calcium) ou des composants organiques contenant du calcium telle - que la 
poudre de lait ecreme, le caseinate de calcium ou encore des sels 
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organiques de calcium (citrate de calcium, maieate de calcium ou leurs 
melanges). 

La quantite de calcium contenue dans une composition nutritionnelle 
selon I'invention est adaptee pour une administration quotidienne, foumie par 
ladite composition, comprise entre 100 mg et 1000 mg, de preference entre 
200 mg et 700 mg et de maniere tout a fait preferee entre 300 mg et 600 mg 
de calcium. ~ 

Une composition nutritionnelle selon 1'invention peut egalement 
comprendre des vitamines, telle que la vitamine A, la vitamine D, la vitamine 
E, la vitamine K, la vitamine C, I'acide folique, la thiamine, la riboflavine, la 
vitamine B 6 , la vitamine B 12 , la niacine, la biotine ou encore I'acide 
pantothSnique. 

Une composition nutritionnelle selon I'invention peut egalement 
comprendre des elements mineraux et des elements trace tels que le 
sodium, le potassium, le phosphore, le magnesium, le cuivre, le zinc, le fer, 
le selenium, le chrome et le molybd&ne. 

Elle peut egalement comprendre des fibres solubles telles que I'agar- 
agar, un alginate, du caroube, du carragheenan , de la gomme arabique, de 
la gomme de guar, de la gomme de karaya, de la pectine ou de la gomme 
xanthane, ces fibres solubles etant sous une forme hydrolysee ou non 
hydrolys§e. 

Elle peut aussi comprendre des composes source d'energie, 
notamment une ou plusieurs sources d'hydrates de carbone choisis parmi les 
maltodextrines, I'amidon, le lactose, le glucose, le sucrose, le fructose, le 
xylitol et le sorbitol et eventuellement les acides gras tels que les omega-3. 

En outre, une composition nutritionnelle selon I'invention peut 
egalement comprendre des epices ou encore des herbes aromatiques. 

Elle peut egalement comprendre des composes de type polyphenol, 
distincts de I'oleuropeine ou de I'un de ses derives. 

Comme cela a deja ete mentionne precedemment, une composition 
destinee a stimuler la formation de I'os ou a inhiber la resorption osseuse 
selon i'invention peut aussi etre presentee sous la forme d'une composition 
pharmaceutique, comme decrit ci-dessous. 
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Compositions pharmaceutiaues h u maines mi veterinair^ 
rinvention. " ~" 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 
humaine ou veterinaire pour stimuler la formation de I'os et/ou pour inhiber la 
resorption osseuse, caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre de principe 
actif, le compose oleuropeine ou I'un de ses derives. 

En particulier, l'invention conceme I'utilisation de I'oleuropeine ou de 
I'un de ces derives pour la fabrication d'une composition pharmaceutique a 
usage humain ou veterinaire pour la prevention ou le traitement d'une 
pathologie liee a un desequilibre du metabolisme osseux, c'est-a-dire une 
composition pharmaceutique apte a stimuler la formation de I'os et/ou a 
inhiber la resorption osseuse. 

Les utilisations de I'oleuropeine pour la fabrication d'une composition 
pharmaceutique seront decrites en relation avec les caracteristiques 
techniques de ladite composition pharmaceutique ci-apres. 

Une composition pharmaceutique selon l'invention comprend, en tant 
que principe actif, I'oleuropeine ou I'un de ses derives, en une quantite 
adaptee pour stimuler la formation de I'os ou inhiber la resorption osseuse 
chez des individus necessitant un tel traitement. 

Selon un premier aspect, une composition pharmaceutique selon 
rinvention est utile pour stimuler la formation de I'os chez les individus 
jeunes, homme ou animaux, en phase de croissance, afin d'augmenter la 
densite osseuse atleinte au debut de I'age adulte. 

Selon un second aspect, une composition pharmaceutique humaine 
ou veterinaire selon l'invention est utile pour prevenir la perte osseuse qui se 
produit , au cours du vieillissement. 

Selon un troisieme aspect, une composition pharmaceutique humaine 
ou veterinaire selon l'invention est utile pour prevenir ou traiter des troubles 
ou des pathologies lies a un desequilibre du rapport entre la formation de I'os 
et la resorption osseuse. 

Selon un quatrieme aspect, une composition pharmaceutique humaine 
ou veterinaire selon l'invention est utile pour traiter un deficit osseux resultant 
d'une fracture. 

Selon un cinquieme aspect, une composition pharmaceutique a 
destination humaine ou veterinaire selon l'invention est utile dans le 
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traitement de pathologies liees a un desequilibre du remodelage osseux, 
telles que, I'osteoporose de type I ou de type II, les osteoporoses 
secondares, la maladle de Paget, la perte osseuse ou I'osteolyse observee a 
proximlte d'une prothese, les maladies de I'os metastatique, I'hypercalcemie 
due a un cancer, les myelomes multiples, les maladies periodontales ou 
encore I'osteoarthrite. 

II peut s'agir d'une composition pharmaceutique humaine ou 
veterinaire, eh particulier pour le chien ou le chat, ou encore le cheval. 

La composition pharmaceutique selon I'invention se presente sous 
une forme pour I'administration orale, parenterale, intramusculaire ou intra- 
veineuse. 

Dans sa forme destinee a I'administration humaine, une composition 
pharmaceutique selon I'invention comprend avantageusement, une quantite 
d'oleuropeine ou de I'un de ses derives adaptee pour une administration 
quotidienne du compose actif, fournie par ladite composition, comprise entre 
0,01 mg et 200 mg. 

Sous sa forme destinee a une administration chez I'animal, une 
composition pharmaceutique selon I'invention comprend une quantite 
d'oleuropeine ou de I'un de ses derives adaptee a une administration 
quotidienne du compose actif, fourni par ladite composition, comprise entre 1 
mget200mg. 

Une composition pharmaceutique selon I'invention comprend 
I'oleuropeine ou I'un de ses derives en association avec au moins un 
excipient choisi dans le groupe constitue par les excipients 
pharmaceutiquement acceptables. 

Des techniques de preparation de compositions pharmaceutiques 
selon I'invention peuvent §tre aisement retrouvees par I'homme du metier, 
par exemple dans I'ouvrage Remmingston's Pharmaceutical Sciences, Mid' 
Publishing Co, Easton, PA, USA. 

Des adjuvants, des vehicules et des excipients physiologiquement 
acceptables sont aussi decrits dans I'ouvrage intitule "Handbook of 
Pharmaceutical Excipients, Seconde edition, American Pharmaceutical 
Association, 1994. 

Pour formuler une composition pharmaceutique selon I'invention, 
I'homme du metier pourra avantageusement se referer a la derniere edition 
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de la Pharmacopee Europeenne ou de la Pharmacopee des Etats-Unis 
d'Amerique (USP). 

L'lnvention concerne aussi I'utilisation d'un extrait huileux 
d'oleuropeine comme excipient pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique (combinaison avec d'autres principes actifs, par exemple). 

L'homme du metier pourra notamment avantageusement se referer a 
la quatrieme edition « 2002 » de la Pharmacopee Europeenne, ou encore a 
.(•edition USP 25-NF 20 de la Pharmacopee Americaine (US 
Pharmacopeia). 

Une composition pharmaceutique telle que definie ci-dessus est 
adaptee pour une administration orale, parenterals, intramusculaire ou intra- 
veineuse. 

Lorsque la composition pharmaceutique selon I'invention comprend au 
moins un excipient pharmaceutique ou physiologiquement acceptable, il 
s'agit en particulier d'un excipient approprie pour une administration de la 
composition par voie orale ou d'un excipient approprie pour une 
administration de la composition par voie parenteral. 

L'invention concerne aussi une methode pour prevenir ou traiter un 
trouble lie a un desequilibre du metabolisme osseux, en particulier un trouble 
associe a une perte de la masse osseuse, ladite methode comprenant une 
etape au cours de laquelle on administre aux patients une quantite 
therapeutiquement efflcace d'oleuropeine ou de I'un de ses derives ou 
encore d'une composition pharmaceutique contenant I'oleuropeine ou I'un de 
ses derives. 

Une composition pharmaceutique comprenant de I'oleuropeine ou I'un 
de ses derives selon I'invention se presente indifferemment sous une forme 
solide ou sous une forme liquide. 

Pour une administration orale, on preferera une composition 
pharmaceutique solide, sous la forme de comprimes, de capsules ou de 
) gelules. 

Sous la forme liquide, on preferera une composition pharmaceutique 
sous la forme d'une suspension aqueuse ou d'une suspension lipidique, ou 
encore sous la forme d'une emulsion eau-dans-huile ou huile-dans-eau. 

Des formes pharmaceutiques solides peuvent comprendre, en tant 
que vehicules, adjuvants ou excipients, au moins un agent diluant, un arome 
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un agent solubilisant, un agent lubrifiant, un agent de suspension, un agent 
liant, un agent desintegrant et un agent decapsulation, I'iderrtite et la 
fonction de ces differents excipients classiques etant documentees 
complement dans la Pharmacopee Europeenne ou dans la Pharmacopee 
des Etats-Unis d'Amerique (USP). 

De tels composes sont par exemple le carbonate de magnesium le 
stearate de magnesium, le talc, le lactose, la pectine, la dextrine, I'amidon, la 
gelatine, des materiaux cellulosiques, du beurre de cacao, etc. 

Les compositions sous forme liquide peuvent comprendre egalement 
de I'eau, le cas echeant en melange avec du propylene glycol ou du 
polyethylene glycol, et eventuellement aussi des agents de coloration, des 
ardmes, des stabilisants et des agents epaississants. 

Pour la fabrication d'une composition pharmaceutique selon 
Tinvention, I'oleuropeine, ou Tun de ses derives, peut etre prepare 
conformement a I'enseignement des differents documents de brevets cites 
precedemment dans la description. 

L'invention est en outre illustree , sans pour autant etre limitee, par les 
exemples suivants. 

20 EXEMPLES 

Les resultats des exemples montrent les effets osteoprotecteurs de 
I'oleuropeine ou de I'huile d'olive, sur un modele animal de perte osseuse 
representatif de I'osteoporose senile par induction d'une inflammation 
chronique (vieillissement) couplee a une ablation des ovaires (cas de la 
25 menopause). 

A. MATERIEL FT METHQDES 

L'experimentation a ete conduite sur 40 rates Wistar agees de 6 mois • trente 
ovariectomisees (OVX) et 10 pseudo-operees (SH). Les animaux ont ete 
30 loges dans des cages metaboliques permettant le recueil separe des urines 
a une temperature contrdlee de 21 ± rc, selon un cycle nyctemeral de 12h 
- 12h. Apres ('intervention chirurgicale a JO, les animaux ont ete accoutumes 
pendant sept jours a un regime semi-synthetique de base (INRA Jouy en 
Josas), additionne de 2,5% d'huile d'arachide et de 2,5% d'huile de colza et 
humidifie a raison de 1 ml d'eau par gramme de poudre. A Tissue de cette 
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periode d'adaptation, les rongeurs ont ete repartis sur la base des 
parametres ponderaux en 4 lots homogenes et ont, recu quotidiennement 
pendant 72 jours 22g des regimes suivants : 

. Lot SH / 10 rates pseudo-operees alimentees avec le regime 

contrdle (regime de base additionne de 2,5% d'huile d'arachide et 

de 2,5% d'huile de colza), 

. Lot OVXinf: 10 rates ovariectomisees ayant recu le regime 
controle, 

. Lot OL: 10 rates ovariectomisees ayant consomme le regime 

contrdle additionne de 0,01 5% d'oleuropeine. 
. Lot HO : 10 rates ovariectomisees auxquelles etait distribue le 
regime de base additionne de 5% d'huile d'olive extra-vierge. 
Les huiles ont ete stockees a I'abri de la lumiere. Les aliments ont ete 
prepares hebdomadairement et stockes a + 4°C. 

A J55, soit 3 semaines avant la fin de ("experimentation, une inflammation a 
ete provoquee dans cheque -Jot. excepte chez les temoins (SH). Quatre 
injections sous-cutanees de talc (3,2 g de silicate de magnesium (Sigma) mis 
en suspension dans 0,71 g/ml de serum physiologique) ont ete administrees 
en 4 points distincts du dos de I'animal. 

Au sacrifice (J80), les animaux ont ete anesthesies par injection intra- 
peritoneale de chloral (Fluka / solution a 8% ; 0,4 ml/100g de poids vif). Des 
prelevements sanguins ont ete pratiques au niveau de I'aorte abdominale 
pour le dosage de I'orosomucoTde (marqueur de rinflammation, en particulier 
de la phase aigue chez I'homme et le rat (Fournier et al. 2000), produit par le 
foie et d'autres sites extra-hepatiques sous le controle des cytokines Hi 
TNFa et ll 6 ). 

La rate et I'uterus ont et§ peses. 

Les femurs ont ete preleves et debarrasses des tissus mous 
adjacents, puis conserves dans de I'ethanol a 80% pour la determination de 
la densite osseuse. 

B. RESULTATS 

EXEMPLE 1. Poids co rporel et uterin ffiaurea 1 9) 
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Le profil ponderal des animaux demontre une evolution similaire a 
savoir une augmentation entre le debut et la fin de la periode experimental 
quel que soit le groupe considere. Neanmoins, des la 2 Sme semaine, le poids 
(g) des animaux castres est superieur a celui des SH (OVXinf : 294 ± 6 ; SH / 
5 275 ± 6. p = 0,001). Ce phenomene n'est pas corrige par les deux regimes 
alimentaires. 

Le poids uterin (g uterus/1 OOg poids corporel) est diminue chez les 
OVxinf (modele experimental de I'osteoporose) (SH / 0,221 ± 0 017 • OVX/ 
0,060 ± 0,003 ; p < 0,001). II n'est pas restaure par les regimes oleuropeine 
10 (0,034 ± 0,001) ou huile d'olive (0,039 ± 0,002) qui sont done depourvus 
d'effet uterotrophique. 

EXEMPLE 2 : Densi te minerals osseuse (figure 3). 

La castration associee a I'inflammation s'est traduite par une 
15 demoralisation du femur, mise en evidence par une densite minerale 
osseuse totale (g/cm 2 ) reduite (SH : 0,2378 ± 0,0050 ; OVXinf: 0,2109 ± 
0,0018 p< 0,001). Ce processus est evite (au moins partiellement) par la 
consommation d'huile d'olive (0,2249 ± 0,0038) ou d'oleuropeine (0 2258 + 
0,0028). 

Un profil simiiaire est demontre au niveau trabeculaire, ainsi que dans 
I'os cortical (tissu ordinairement peu sensible aux facteurs 
environnementaux). 
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EXEMPLE 3 : Majgueur s de IMnflammati^n ffi n ..r ag 4 et 5) 

La concentration en orosomucoide (pg/ml) est superieure chez les 
OVXinf: 35,9 ± 7,5 ; SH : 17,8 ± 2,4). Ce parametre est restaure chez les 
rates ayant recu le regime huile d'olive (22,8 ± 1,7 p < 0,005). Une tendance 
similaire (mais non significative) est observee avec le regime oleuropeine. 

Le poids de la rate (g rate/1 OOg poids corporel) est augmente chez les 
OVXINF (OVX inf : 0,254 ± 0,009 ; SH : 0,219 ± 0,018). Cette splenomegaiie 
est evitee par la prise d'huile d'olive (0,215 ± 0,009, p < 0,01) ou 
d'oleuropeine (0,201 ±0,011 p<0,02). 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation du compose oleuropeine ou de J'un de ses derives pour la 
fabr.cat.on d'une composition destinee a stimuier la formation de I'os et/ou a 
inhiber la resorption osseuse chez I'homme ou I'animal. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
composition est une composition nutritionnelle adaptee pour une 
administration orale. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
composition nutritionnelle est destinee a stimuier la formation de I'os chez les 
individus jeunes en phase de croissance. 

15 4. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
composrtion nutritionnelle est destinee a prevenir la perte osseuse qui se 
produit avec le vieillissement. 1 

5. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
composition nutritionnelle est destinee a prevenir ou traiter des troubles lies a 
un desequilibre du rapport entre la formation de I'os et la resorption osseuse. 

6. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
composition nutritionnelle est destinee a traiter un deficit osseux resultant 
d'une fracture. 



7. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
composition nutritionnelle est destinee a prevenir ou a traiter des pathologies 
cho.s.es parmi, I'osteoporose de type I ou de type II, les osteoporoses 
secondares, la maladie de Paget, la perte osseuse ou I'osteolyse observee a 
prox,mite d'une prothese, les maladies de I'os metastatique, I'hypercalcemie 
due a un cancer, les myelomes multiples, les maladies periodontals ou 
I osteoarthrite. 
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8. Utilisation selon 1'une des revendications 2 a 7, caracterisee en ce 
ladite composition nutritionnelle se presente sous forme de compositions 
alimentaires, de boissons, y compris des jus (de fruits ou de legumes), 
huiles, beurres, margarines, matieres grasses vegetales, conserves (par 
5 exemple thon a rhuile), soupes, preparations a base de lait (yaourts, fromage 
blanc), giaces, fromages (par exemple des fromages conserves dans de 
Thuile), produits cuits (tels que le pain, les biscuits et les gateaux), desserts, 
produits de confiserie, barres de cereales, cer6ales pour le petit dejeuner, 
condiments, produits d'assaisonnement des aliments (notamment epices et 
10 sauces). 

9. Utilisation selon Tune des revendications 2 a 7, caracterisee en ce que 
ladite composition nutritionnelle se presente sous la forme d'un produit 
destine a Palimentation animate, sous forme humide, semi-humide ou seche. 

15 

10. Utilisation selon Tune des revendications 2 a 9, caracterisee en ce que le 
compose oleurop6ine ou Tun de ses derives se presente sous la forme d'un 
produit d'extraction obtenu a partir d'une plante appartenant & la famille des 
Oleaceae. 

20 

11. Utilisation selon la des revendication 10, caracterisee en ce que le 
produit d'extraction consiste en un produit extrait a partir des tiges, feuilles, 
des fruits ou des noyaux d'une plante appartenant a la famille des Oleaceae. 

25 12. Utilisation selon Tune des revendications 10 ou 11, caracterisee en ce 
que la plante appartenant a la famille des Oleaceae est choisie parmi olea 
europaea, une plante du genre Ligustrum, une plante du genre Syringa, une 
plante du genre Fraximus, une plante du genre Jasminum et une plante du 
genre Osmanthus. 

30 

13. Utilisation selon Pune des revendications 10 S 12, caracterisee en ce que 
le produit d'extraction consiste en de Thuile d'olive ou en un extrait riche en 
oleuropeine obtenu a partir de I'huile d'olive, ou des feuilles. 



28 



I CI UC(JUl 



29 



14. Utilisation selon I'une des revendications 2 a 14, caracterisee en ce que 
ladite composition nutritionnelie est adaptee a une administration orale d'une 
quantite quotidienne comprise entre 0,01 a 200 mg du compose oleuropeine 
ou de I'un de ses derives.. 

15. Composition nutritionnelie pour stimuler la formation de I'os et/ou inhiber 
la resorption osseuse, caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre de 
compost nutritionnel actif, le compose oleuropeine ou I'un de ses derives. 

16. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce ladite composition 
est une composition pharmaceutique humaine ou veterinaire. 

17. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique est destinee a stimuler ia formation de I'os chez 
I'individu jeune en phase de croissance. 

18. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que . ladite 
composition pharmaceutique est destinee a prevenir la perte osseuserqui se 
prodult au cours du vieillissement (osteopenie). 

19. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que ladite 
' composition pharmaceutique est destinee a prevenir ou traiter une pathologie 

liee a un desequilibre du rapport entre la formation de I'os et la resorption 
osseuse. 

20. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique est destinee a traiter un deficit osseux resultant 
d'une fracture. 

.21. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que ladite 
composition est destinee a prevenir ou traiter une pathologie choisie parmi 
I'osteoporose de type I ou de type II, les osteoporoses secondares, la 
maladie de Paget, la perte osseuse ou I'osteolyse observee a proximite 
d'une prothese, les maladies de I'os metastatique, I'hypercalcSmie due a un 
cancer, les myelomes multiples, les maladies periodontales ou I'osteoarthrite. 
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22. Utilisation selon I'une des revendications 16 a 21, caracterisee en ce que 
ladite composition pharmaceutique se presente sous une forme pour 
I'administration orale, parenteral, intramusculaire ou intra-veineuse. 

5 

23. Utilisation selon I'une des revendications 16 a 21, caracterisee en ce que 
ladite composition pharmaceutique est adaptee a une administration orale 
d'une quantite quotidienne comprise entre 0,01 a 200 mg du compose 
oleurop6ine ou de I'un de ses derives. 

10 

24. Composition pharmaceutique humaine ou veterinaire pour stimuler la 
formation de I'os et/ou pour inhiber la resorption osseuse, caracterisee en ce 
qu'elle comprend, a titre de principe actif, le compose oleuropeine ou I'un de 
ses derives. 
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